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論文内容の要旨
分子生物学の最近の進歩により遺伝子の塩基配列および蛋白質のアミノ酸一次配列が容易に決定でき
る。本研究は農林産資源の有効利用に重要なキシラン分解系酵素を遺伝子レベノレと酵紫蛋白質のレベル
で研究したものである。
第一意ではヘミセルローズとくにキシランの分解と有効利用について紹介L.Bacillus pumilus 1 
POの生産するキシラナーゼと βーキシロシダーゼに焦点を当てることを述べている。
第二章ではすでにクローン化されている両遺伝子の発現在ノ ーザン・ハイプリダイゼーション法によ
り検討し，両酵素のmRNAが独立に転写されていることを明らかにしている。 βーキシロシダーゼ遺
伝子の塩基配列を決定し，本酵素が539アミノ酸残基からなり，転写開始に関与する塩基配列は他に見
られない独特のものであることを明らかにしている。決定されたβーキシロシダーゼのアミノ酸配列を
リゾチームやキシラナーゼの配列と比較してアスパラギy酸とグノレタミン酸の対による酸触媒に共通な
一次配列を発見している。
第三章ではキシラナーゼ構造と機能の相関を調べるためX線結晶構造解析を2.9λの分解能で行って
いる。結晶化はポリ エチレ ングリ コーノレを用いている。その結果，本酵素は40X30X35Aの輸円形で大
小2つのドメインからなり，ドメイン聞に溝をもっ構造であるが， αーヘリックス構造がなく βーシー
ト構造のみからなるユニークな構造である。また触媒残基と推定されるアスパラギン酸とグルタミン酸
は溝の中に対をなして存在することを明らかにしている。
第四章では前章の結果をもとに触媒基と推定されたアスパラギン酸(125)を部位特異的遺伝変異に
よりグリシンに変化した結果.およびアスパラギン酸(125)とグルタミン酸(151)の修飾結果から，
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この2つの残基が活性中心に含まれると判断している。
第五章では得られた結果を総括している。
論文の審査結果の要旨
本論文は農林産資源の利用に重要なキシラン分解系酵素(キシラナーゼと βーキシロシダーゼ)の遺
伝子と酵素の立体構造を研究したもので次のような重要な結果を含んでいる。
(1) Bacillus pumilusIPOのβーキシロシダーゼ遺伝子の塩基配列を決定した結果， 539のアミノ産
残基からなるサプユニットをもっ蛋白質であると決定し，その配列をリゾチーム，キシラナーゼやキ
シローズ・イソメラーゼのアミノ酸配列と比較し共通な部分配列を見出しその機能を推定している O
(2) βーキシロシダーゼとキシラナーゼ遺伝子の転写領域を決定し，別々にmRNAに転写されている
ことを明確にしているo またそれらのプロモーター領域の塩基配列が既知のものと異なることを示し
ているo
(3) キシラナーゼのX線結晶酵素を解析を行い2.9A分解能での解析に成功しているO
(4) 立体構造解析の結果から本酵素は二次構造として αー ヘリックスをふくまずβーシート構造のみを
有するO 三次構造では大小2つのドメインからなっており，ドメイン聞に溝があり基質が結合する部
位と推定されるO このような構造は全く新しい蛋白質構造である。
(5) キシラナーゼの活性中心と推定されるアスパラギン酸(125)とグルタミン酸(151)はこの溝の中
に対をなして存在している。
(6) 上のアスパラギン酸 (125)を部位特異的遺伝子変異によりグリシンに変換した結果活性は低下し，
また，アスパラギン酸(125)とグルタミン酸(151)を特異的阻害剤で阻害した時の結果と一致する。
以上の結果はキシラン分解系酵素遺伝子工学およびキシラナーゼの酵素化学に関して重要な多くの基
礎的知見を与えており，蛋白質工学の発展に貢献するところが大きい。よって本論文は博士論文として
価値あるものと認める O
